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論 文 内 容 要 旨
はじめに
体外からの侵入物に対する生体防御機構の一つに好中球による非特異的な捕食と殺菌作用がある。好中
球は異物を取 り込んだファゴソーム内に,穎粒中のタンパク質分解酵素などを放出することによって殺菌
作用を示す。 ミエロペルオキシダーゼ(MPO)はアズール穎粒からファゴソーム内へ放出される酵素の一
つであり,塩素イオン(Cr)を酸化 して殺菌作用の強い次亜塩素酸(HOCI)を生成することにより,好
中球の殺菌作用 において重要な一役を担っている。
強力な酸化剤であるHOC1が,好中球の細胞質や細胞膜を侵さないのは,MPOに よるHOCI生成の抑
制が行われているためと考えられる。MPOが放出されるファゴソー内のpHは刻々と変化することが知 ら
れてお り,また,Cl濃度(.[Cl一])も変化することを示唆す る報告 もある。MPOの 活性はpHお よび
[Cl一]に依存するため,フ ァゴソーム内での環境変化とMPO活 性 との関連が注 目される。また,MPO
のHOCI生成活性は抗炎症薬によって も阻害される。HOCIは殺菌作用を示す一方で,細胞外に放出され
た場合,炎 症の原因にもなることか ら,MPO活性阻害薬の阻害機構を明らかにすることは臨床的にも重
要である。
本研究ではMPOの 活性 を左右するpHお よび[Cl一]と分子構造 との関係についてラマン分光法を用
いて解析 した。また,MPOのHOC1生成反応に対する抗炎症薬の影響についても吸収分光法を用いて調
べた。第1章 ではMPOの 構造解析を行 う上で不可欠であるラマンバ ンドの帰属を行った。第2章 ではバ
ンド帰属 を基にpHお よび[Cr]変化によるMPOの 構造変化を調べた。第3章 では顕微ラマ ン分光法
を用いて生きた細胞内のMPOの 構造を調べた。第4章 では吸収スペクトルの時間分解測定により,MPO
の反応サイクルに対する抗炎症薬の影響を調べた。
第1章 ミエロペルオキシターゼの可視共鳴ラマンバン ドの帰属
ヘムの共鳴ラマンスペク トルを解析することにより,ヘムを構成するポルフィリン環や中心に位置する
鉄原子(Fe)の状態,さ らに,Feに結合 している軸配位子の状態について詳細な情報が得 られる。 しか
し,MPOの ラマンスペク トルは,ヘ ムが平面構造か ら歪んでいることか ら,同 じ骨格を持つヘムのラマ
ンスペク トルに比べ複雑であ り,容易に解析ができない。
本研究では,ラ マンバンドの偏光特性と励起プロフィールを測定することにより,ラマンバ ンドを与え
る振動の対称性を確認 し,ポルフイリン誘導体の基準振動計算の結果と比較 した。その結果,MPOの ラ
マンバン ドは,ヘ ムの歪みから予想される対称性の低いポリフィリン誘導体の振動に帰属できることがわ
かった。 このことから,MPOの可視共鳴ラマンスペク トルの複雑さは,MPO特有の,ヘムとタンパク質
部分 との間の共有結合に起因することが確かめられた。また,バ ンドの帰属が確立 したことにより,ラマ
ノ
ンスペク トルを用いてMPOの ヘムの構造解析を行うことが可能になった。
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第2章 ミエ ロペルオキ シターゼ の構造 のpHおよび塩素 イオ ン濃度依存性
MPOのHOCI生 成活性はpHと[Cl一]に 依存す る。MPOの 共鳴 ラマ ンスペク トル もpH及 び[C1一]
依存性 を示 し,塩 基性 か ら酸性 に下げ る と,い くつか のバ ン ドの低波 数 シフ トと強度 増大が見 られた。
pH10.5-3.3の範 囲における ラマ ンバ ン ドの波数変 化の結果 か ら,MPOに は塩基性で安 定的な構造 と,酸
性で安定な構造 の2つ の型が存在す る ことがわか った。2型 の存在 は吸収スペク トル のpH依存性か らも確
かめ られた。
pH依 存性 を示 した ラマ ンバ ン ドの波数 はヘ ムのコアサイズ を反映 してお り,酸 性型 におけるヘムの コ
アは塩基性型 に比べ大き いこともわかった。酸性型 と塩基性型 におけるコアサイズ の違 いは,ラ マ ンス ペ
ク トルの低波数領域 に現れるFeと 軸配位子His-336(Fe-His)の伸縮振動バ ン ドの波数 と相 関 した。 こ
のバ ン ドは酸性型 で低波 数 シフ トし,Fe-His結合が弱 くなった ことを示 した。FeはFe-His結合が 弱
くなる ことによ りヘム面内へ戻され,そ の結果 としてコアが押 し広げ られ た と考 え られ る。
ラマ ンスペ ク トル に対す る[Cl一]の影 響は 中性条件下 にお いて のみ現れ,高 濃度 のCl一は ラマ ンバ ン
ドを低波数 シフ トさせ,酸 性型 を安定化す る こさがわかった。 波数 シフ トの中点は,C1一非存在下 にお け
るpH6.5から200mMCr存在下 におけ るpH7.0へ変化 した。
ラマ ンバ ン ドのpHお よび[cr]依 存性 は,分 子表 面のc1一結合部位 に存 在す るHis-428がpHおよ
び[C1コのセ ンサ ー として働 き,ヘ リックスを介 してヘムの構造変化 を生 じさせ るモデル によ り統 一的に
説明できる ことがわかった。 また,本 研究 で見 いだされ た酸性 一塩基性型 の構造転移 と,既 に知 られ てい
るHOC1生 成活性 のpHお よび[Cl一]依存性 の関係 か ら,酸 性型 は不活性型,塩 基性型 は活 性型で ある
こともわかった。
第3章 顕微ラマン分光法を用いたアズール穎粒内ミエロペルオキシダーゼの構造解析
上述したpHお よび[Cr]とラマ ンスペク トル との関係を用いて,生 きた好 中球のアズール穎粒内で
のMPOの 構造解析を行った。顕微 ラマン分光法により非破壊的に得 られたアズール穎粒のラマンスペク
トルから,MPOは穎粒内で酸1生型となっていることがわかった。アズール穎粒内においてMPOがHOC1
生成能を有 しない酸性型で存在 している理由は,共存 しているプロテアーゼや糖加水分解酵素などの他の
殺菌成分 と穎粒 自身をMPOの 産生するHOCIから守るためと考えられる。また,今回の結果は,活性化
した好中球の顕微ラマンスペク トルを測定 し,pHおよび[Cl一コとラマンスペク トル との関係を適用すれ
ば,フ 『アゴソーム内での殺菌過程の詳細も解明できる可能性を開いた。
第4章 抗 ヒスタミン薬ファモチジンのミエロペルオキシダーゼ活性阻害
ヒスタミン薬であるファモチジンはMPOのHCOI生成活性を阻害す る。MPOの反応にはHOCI生成
能 を有する塩素酸化サイ クルとHOC1を有 しない過酸化サイクルの二つの反応サイクルがあることが知
られてお り,ファモチジンは過酸化サイクルの反応中間体compoundIを蓄積するという報告がある。
本研究では,MPOの反応過程に対するファモチジンの影響について吸収分光法を用いて詳細に検討 した。
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フ ァモチ ジン存在下,MPOにH202を 添加す る と可視部 の吸収帯 が長波長 シフ トし,反 応 中間体 の生
成が認め られた。 しか し,compoundHともう一つの反応 中間体 であるcompound皿の吸収 スペ ク トル
は互いに酷似 してお り,こ のま までは各々の反応中間体の存在量 に対す るファモチ ジンの影響 を調べ る こ
とはできない。そ こでH、O、添 加後30秒毎に測定 した吸収スペク トル を多変量データ と して扱 い,主 成分
分析および重回帰分析によ り各反応中間体 の存在量 を求め,反 応サイクル に対す るファモチ ジンの影響 を
検討 した。その結果,フ ァモチ ジンは過酸化サイ クル を促進す る ことによ り,MPOのHOCI生 成活性 を
阻害 して いる ことがわか った。 また,フ ァモ チジ ンには以前 に報告 されて いたcompoundHの蓄積作用
に加え,HOC1生成不活性 なcompound皿の蓄積作用 もあることがわか った。
結 論
,本研究では,MPOの構造 と活性の関係を分光学的手法により明らかにした。MPOの ラマンバン ドを対
称性の低いポリフィリンのモデルを用いて帰属 し,ラマンスペク トルの複雑さがヘムの歪みに由来するこ
とを明らかにした。また,MPOの ラマンバンドとヘムの振動モー ドとの関係が明 らかになったことによ
り,ラマンスペク トルを用いたMPOの 構造解析が可能になった。ラマンバン ドのpHお よび[Cl一]依
存性か らMPOに は酸性型と塩基性型の2つ の型が存在することがわか り,スペクトルを解析した結果,
両者の構造の違いを明らかにすることができた。また,活性 との関係から塩基性型が活性型,酸 性型が不
活性型であることがわか り,構造 と活性の関係についても明らかにすることができた。・ラマシスペクトル
か ら得 られた活性型 と不活性型の構造転移に関する情報を,X線 回析による結晶構造 と対応させた結果ジ'
分子表面のcl一結合部位に位置するpHお よび[cr]変化に敏感なHis-428がセ ンサーとして働き,平
行に並んだ2本 のヘリックスを介してヘムの構造変化を誘起するモデルを提出することができた。 また,
MPOの 勿s吻 構造解析では,本 研究で見い出したラマンスペク トル とp宜および[Cr]との関係を顕
微 ラマンスペク トルに適用し,好中球休止時のアズール穎粒内においてMPOは 不活性型で保存されてい
ることを明らかにした。さらに,抗炎症薬のMPO活 性阻害機構の研究では,以前の方法では不可能だっ
し ア
た各反応中間体の正確な量を,吸収スペク トルを多変量解析処理することによ り求め,抗 炎症薬のHOCl
の生成阻害機構を明らかにした。
実際の生体内で起 こっている酵素の活性化や薬物 と酵素の相互作用を分子構造レベルで解明す ること
は,医 薬品開発において重要であ り,本研究では顕微 ラマン分光法と吸収分光法を用いることによ り,
MPOの構造 と活性の関連を明らかにすることに初めて成功した。
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審 査 結 果 の 要 旨
好中球は,体 外か らの侵入物などの異物をファゴソーム内に取り込み,特殊穎粒やアズール穎粒に貯え
てあるタンパク質分解酵素などをファゴソーム内に放出することによって殺菌を行 う。ミエロペルオキシ
ダーゼ(MPO)はアズール穎粒か ら放出される酵素の一つであり,塩素イオンと過酸化水素から化学反応
性の高い次亜塩素酸を生成することによ り,好中球の殺菌作用 において重要な一役を担っている。本論文
では,MPOの 構造 と活性の関連を共鳴ラマン分光法および吸収分光法を用いて解析し,好 中球における
MPOの活性制御機構 と抗ヒスタミン薬ファモチジンの次亜塩素酸生成阻害機構を解明した。
先ず,ヒ ト由来MPOの 共鳴ラマンバンドの偏光特性と励起プロフィールを測定することにより,個々
のラマンバン ドがヘムのどのような振動に由来するかを明らかにした。その結果,MPOの 活性部位であ
るヘムの詳細な構造を,ラマンスペク トル を用いて明らかにするための基礎データを確立することに成功
した。
次に,MPOのヘム構造のpHお よび塩素イオン濃度依存性をラマンスペクトルを用いて解析し,MPO
には塩基性で安定な構造と酸性で安定な構造の2つ の型が存在することを明らかにした。また,中性条件
下では塩基性型が多いが,塩 素イオン濃度の上昇に伴い酸性型が増加することも明らかにした。 ラマンス
ペクトルをさらに詳細 に解析することにより,活性型である塩基性型に比べ,不活性型である酸性型では,
ヘムのコアサイズが大きくなっていること,また,ヘムの中心鉄 と近位 ヒスチジン間の配位結合が弱くなっ
ていることを見出した。以上のような知見に基づき,分子表面の塩素イオン結合部位近傍に存在するヒス
チジン残基がpHお よび塩素イオン濃度のセンサーとして働き,二本のヘリックスを介 してヘムの構造変
化を誘起 し,そのことによって活性を制御するという分子機構モデルを初めて構築することができた。
さらに,顕微ラマン分光法を用いて生きた好中球のアズール穎粒内に貯えられているMPOの 構造解析
を行い,MPOは 不活性な酸性型 として穎粒内に貯蔵されていることを明らかにした。また,ア ズール穎
粒内のpHは 約5で あることも見出し,これまで不明であったアズール穎粒内の液性に関して,初 めて知
見を得ることに成功 した。
抗ヒスタミン薬ファモチジンのMPOに 対する作用に関しても,吸収分光法を用いて詳細な解析を行っ
た。その結果,フ ァモチジンはMPOの もう一つの反応サイクルである過酸化サイクルの基質となり,次
亜塩素酸生成活性を阻害 していることが明らか となった。
本論文では,生体防御において重要な役割を果たすMPOの 活性制御の分子機構および抗 ヒスタミン薬
のMPOに 対する作用機構 を初めて明らかにした。よって,博士(薬学)の学位論文 として合格 と認める。
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